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論文内容要旨
 チトクロームP-450(P-450)を含むミクロゾームの1原子酸素添加酵素(モノオキシゲナ
 ーゼ)ほ多くの癌原性化学物質の代謝的活性化に関与する。ベンッピレン水酸化酵素(AHH)
 はベンツピレン(BP)を基質としてその3一水酸化体を生成するモノオキシゲナーゼの機能のひ
 とつであるが,肝のこの酵素は3一メチルコラントレン(MC)など数種の芳香族炭化水素によ
 って誘導される性質を有する。そして,マウスの特定の系統間ではこの誘導性と炭化水素系の癌
 原性化学物質に対する動物の感受性とに系統差があり,誘導性と感受性は互いに相関し,かつ,
 一致した遺伝様式で遺伝する。これらのことは,モノオキシゲナーゼの活性が生体の癌原性化学
 物質に対する感受性の決定因子となりうることを示唆している。そこで,この相関関係が他の動
 物種においても成立しうるかを検討することを目的とし,モルモットにおける肝のAHHのMCに
 よる誘導性に系統差があるか否かを調べた。モルモットを選択したのは,この動物種が肝に造腫
 瘍性をもついくつかの癌原性化学物質に対して抵抗性を示すことが知られているからである。また,
 AHHの誘導性の臓器間における差異を検討するため,肺のAHHの誘導性についても調べた。
 モルモットはハートレイ,Na2,Nα13,JY-1の4系統(雌)を用い,まず,体重1㎏あたり
 50mgのMCを腹腔内に投与した場合の肝と肺のミクロゾームのAHH活性の変動を,モノオキシ
 ゲナーゼの構成酵素であるP-450とNADPH一チトクロームP-450還元酵素(fpT)の含量,
 活性の変動とともに検討した。その結果,肝においてはAHHの誘導性に4系統の間で系統差はな
 く,MCの投与によりすべての系統で有意の活性の上昇を認めた。この際,P-450含量も4系統
 間で差異なく増加した。しかし,P-450含量の増加に対するAHH活性の上昇の割合は,マウス
 やラットのAHHの誘導のかかりやすい系統の場合とくらべて小さかった。また,fPT活性はNα
 13においてのみ有意の上昇がみられず,系統差のあることが判明した。一方,肺においては
 AHH活性にはいずれの系統においても有意の変動が認められなかったのに対し,P-450含量は
 Nα13を除く3系統で有意に増加した。さらに,MCの投与量を体重1㎏あたり250mgに増加し
 たところ,肺のAHH活性はハートレイにおいてのみ有意に上昇し,P-450含量にはいずれの系
 統においても有意の変動を認めなかった。これらのことから,MCによるAHHの誘導性における
 系統差は臓器によって異なり,かつ,モノオキシゲナーゼの構成酵素の含量や活性の変動とAHH
 活性の変動とにおける系統差は必ずしも一致しないことが判明した。
 次に,MCを投与したモルモットの肝ミクロゾームからP-450の分離,精製を試みた。これは,
 MCによって4系統のモルモットの肝に新しい分子種のP-450が誘導されることが分光学的に示
 唆された(還元一酸化炭素差スペクトルの吸収極大が短波長側に移動した)ので,そのBPに対
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 )に対
 する基質特異性を検討するためである。体重1kgあたり50mgのMCを投与したハートレイ系の
 モルモットから肝ミクロゾームを調製し,コール酸でP-450を可溶化した後,ポリエチレング
 リコールによる分画,室温下におけるDEAE一セルロース・カラムクロマトグラフィー,ヒドロ
 キシアパタイト・カラムクロマトグラフィーなどによって精製を進めた結果,P-450として3
 種の精製標品(“P-4501",“P-450皿A",“P-450HB")を得た。それぞれの比含量は
 8.7,17.4,5.2nmol/mgたんぱくであり,SDS一ポリアクリルアミド電気泳動によって推定
 された最小分子量はそれぞれ54000,54000,52000であった。なお,電気泳動上均一な精製標
 品は“P-4501A"のみであった。還元一酸化炭素差スペクトルの吸収極大の位置は“P-4501了
 “P-450nA",“P-450nB"においてそれぞれ450,448,450nmにあり,“P-450nA"
 はMCにより肝で誘導された分子種であることが示唆された。また,各精製標品の絶対吸収スペ
 クトルから,“P-4501"と“P-450皿B"のヘム鉄の電子は低スピン状態にあり,T-450
 皿A"の場合は高スピン状態にあることが示唆された。一方,AHHの再構成系におけるそれぞれ
 のP-450の分子活性は,ラット肝にMCで誘導される分子種のP-450にくらべ'ていずれも約
 1/10の値を示し,モルモット肝のAHHのMcによる誘導性が小さいのは,誘導されたP-450の
 BPに対する基質特異性の低さに起因することが判明した。
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 審査結果の要旨
 チトクロームp-450(p-450)を含む1原子酸素添加酵素系は多くの癌原性化学物質の代謝
 的活性化に関与している。一方,マウスの異なる系統におけるベンツピレン水酸化酵素(AHH)
 の誘導性とその発癌率との間に相関が認められていることから,その酵素は癌原性化学物質に対
 する生体の感受性を決定する因子となり得ると考えられる。モルモットはいくつかの癌原性化学
 物質に対して抵抗性を示し,これはこの動物種における代謝的活性化能が小さいためであるとさ
 れている。
 本研究の目的は,まずモルモッ'トのAHHの誘導性にマウスのような系統差が存在するか否か
 を確かめ,次いでp-450を分離・精製して,その分子多様性の存在を調べ,さらにAHHを再構
 成し,p-450の触媒活性の点から代謝的活性化能を検討することにある。
 まず4系統のモルモットについて3一メチルコラントレン(MC)によるAHHの誘導性を検討
 した。その結果,肝のAHHの誘導性に系統差はなく,すべての系統で有意の活性の上昇を認め
 た。この際,p-450の含量もすべての系統で差異なく増加した。しかし,p-450含量の増加に
 対するAHH活性の上昇の割合は,AHHの誘導のかかりやすい系統のマウスやラットの場合に比
 べて著しく小さかった。無処理の動物のものとは分光学的に異なる分子種のp-450の誘導が示
 唆された。これに対し,肺のAHH活性とp-450含量の変動には系統差が認められたが,両者の
 変動は相関しなかった。これらのことから,AHHの誘導性の系統差のあらわれ方は臓器によっ
 て異なり,かつ,P-450含量の変動とAHHの誘導性とにおける系統差は必ずしも一致しないこ
 とがわかった。
 次に,MCを投与したモルモットの肝に存在するp-450の分離・精製を試みた。コール酸に
 よる可溶化の後,DEAE一セルロースカラムクロマトグラフィーなどで分離・精製を進めた結
 果,3種の精製標品を得た。このうち,電気泳動上均一な標品として得られた分子種のp-450
 は,その分光学的性質からMCにより肝に誘導されたものであることが示唆された。再構成系に
 おける3つの精製標品のAHHの分子活性は,MCでラットの肝に誘導される分子種のものの1/10
 の値を示した。モルモット肝におけるMCによるAHHの誘導性が小さいのは,誘導されたp-450
 のベンツピレンに対する触媒活性が低いことに起因することが判明した。
 本研究は癌原性化学物質に対して抵抗性を示す動物種における代謝的活性化能に着目した点に
 独創性が認められ,化学発癌過程における代謝的活性化の果たす役割の解明に大きく寄与したと
 考えられる。
 よって,本研究は学位授与に値するものと認める。
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